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Influence of temperature and carbon dioxide gas pressure upon exflagellation of Plasmodium 
gallinaceum 

Eiko YAMAGUCHI & Toshio NAKABAYASHI (Department of Epidemiology, Instituite for Tropicai 
Medicine, Nagasaki University) 

Abstract : Examination was made on the influence of temperature and carbon dioxide gas 
pressure upon exflagellation of the microgametocyteSs of Plasmodium gallinaceum by the 72 
vitro method described by Shute et al. (1966). Petri dishes containing wet blood smears 
taken from an infected chicken were put in a CO。 incubator of which the inside temperature 
and gas phase were adjusted in advance to a certain degree. The dishes were taken out of the 
incubator。 and the smears were immediately dried and stained with Giemsa, after incubated 
for different durations. ExHagellating parasites were counted in 100 microscopic fields (x400). 
Results obtained were: The optimum temperature to induce extlagellation was found to be 
25~27°C. Exflagellating parasites could be observed at 20°C. While, 33?C was found to 
inhibit the phenomenon. The gas conditions of 95% air—5% CO。 and 80% ar 一 20 CO 
were not thought to give any intluence upon 72 vitro extlagellation of P. gallinaceum. It was 
found that exflagellation either in witro or in vivo (in the mid-gut of Aedes oegy あ 7) 


would take more than 10 minutes to develop. 
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作用 の 検討 た ど に 応用 し える も の で ある ・ 


は しめ に in vitro に お いて 総 毛 放出 を 観察 する た め に , 各 
マラ リア 原虫 の 媒介 下 体 内 に お ける 雄性 生殖 母体 の 種 の 方 法 が 考案 され る (Garnham, 1966: Shute et 
生殖 体 へ の 成就 過程 は , いわ ゆる 鞭毛 放出 , al., 1966) と と も に , この 現象 に 与え る 外界 条件 の 影 
exHagellation, と し て 知ら れ て いる . この 現象 は 媒介 代 % こ つ いて る 検討 され て きた CKiigler et al., 1937; 
由 の 中 腸 内 の みな ら ず , 7z vitro に お いて も 比較 的 短 Bishop et al., 1956: Dhanapala, 1962). こ の 研究 は 
時 間 内 に 観察 し た える も の で ある . し た が っ て , 昔 毛 放 Plasmodium gallinaceum を 用 いて , in vitro 法 に お 
出 を 用 いて , マラ リア 原虫 に 関す る 各種 の 生物 学 的 研 ける 罰 所 放出 に 及ぼ す 外 衝 温 度 な ら び に 炭酸 ガス 圧 の 
究 が 行なわ れる の みな ら ず , 薬剤 の 生殖 母体 に 対す る 影響 に つい て , 若干 の 検討 を 試み た も の で ある 
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実験 方 法 


マニ ラ の WHO 研究 室 , Shute 氏 か ら 分 与 き され た る 
の で ある . 以後 , この 原虫 株 は 当 研 究 室 で , 白色 レグ 
ホン お よび ネッ タイ シン マカ 4eges gegy ヵ 7 を 用 いて 
継 代 維持 し て きた . 

購 毛 放出 の in vztro 法 : Shute et al. (1966) 記載 
の 方 法 に 準拠 し た . 直径 約 9 cm の シャ ー レ の 著 お よび 
底部 に 濾紙 を 敷き , シャーレ の 厚 さ の 1/3~1/2 径 の が 
ラス 管 で 1 辺 6cm 位 の V 型 また は 三角 形 を 作り , 底部 
渡 紙 上 に 置き , スラ イド グラ ス の 台 と し た 。 渡 紙 上 に 
%1.5mt の 熱湯 を 注入 し , 蓋 を し て 所 定 温度 の 炭酸 ガ 
え 悩 温 器 中 に 納入 し た . 少な く と も 1 時 間 以 上 放置 
し , シャーレ 内 部 が 蒸気 で 飽和 され る の を 待っ た . た 
だ し , 炭酸 ガス を 加え た 時 は 8 時 間 以 上 放置 し , シャ 
ー レ 内 部 の ガス 圧 が 平衡 する の を 待っ た . 

供 試 感染 = ニワ トリ は , 感染 赤血球 率 が 40 以 上 と な 
っ だ た も の を 選出 し 使用 し た . 翼 血 管 を プリ ッ カ ー で 球 
突 し , 流出 する 血液 を カバ ー グ ラス に 取り , スラ イド 
グラ ス 上 に 塗 抹 し た . 浴 抹 は 通常 の 薄 層 塗 抹 よ り 栖 分 
厚く し て , 束 燥 を 防ぐ と と も に , 顕微 鏡 観 察 に 便利 な 
よう に し た . 塗 抹 を 済ま す や 樹 や , 浴 抹 面 に 呼気 を は 
きか けつ つ , 予め 恒温 器 か ら 取 り 出 し て お いた シャ ー 
レ 中 に すばやく 入れ , 落 を し て 恒温 器 中 に 戻し た . ス 
トッ プ ウ オッ チ で 正確 に 保温 時 間 を 測っ て シャ ー レ を 
取り 出し , 塗 抹 面 が 電 燥 し て いな い の を 確認 し て か 
ら , へ アド ライ アー の 温 風 で 乾燥 させ , メタ ノー ル 国 
定 , ギ ム ザ 染 色 を 施し た . 恒温 器 中 の 保存 時 間 は , 原 
則 と し て , 5<10 分 毎 , 1 時 間 ま で と 定め た . な なお, 
1 回 の 実験 で は 常に 同 条 件 の 標本 を 2~ 3 枚 作 製 し , 
結末 の 判定 に は それ ら の 平均 的 評価 を 採択 し た .。 

判定 : 顕微 鏡 下 で 鞭毛 放出 の 有無 , お よび この 現象 
を 示す 原虫 (陽性 原虫 ) 数 の 多少 を 観察 した. 陽性 原 


虫 数 を 正確 に 表現 する こと は 難 か し い の で , 判定 は 顕 
懲 鏡 視野 (300 僅 ) 数 に 対す る 陽性 原虫 数 か ら 3 段階 
に 表現 し た 。 す な わ ち , 各 視 野 1 陽性 原虫 以上 CHD), 
10 視 野 に 1 陽性 原虫 以上 ( 寺 ), 100 視 野 に 1 陽性 原虫 
以上 〈 填 ) を お お よそ の 規準 と し た . 


実 験 成 貫 


1. 媒介 還 体 内 で の 鞭毛 放出 ( 子 備 実験 ) 

使用 し た ネッ タイ シマ カ の 中 腸 内 で , この 原虫 株 が 
営む 鞭毛 放出 を 実際 に 確認 する 目的 で 行なっ た . 吸血 
後 30 分 まで の 間 に , 吸血 由 の 中 腸 を 摘出 し , その 内 容 
を スラ イド グラ ス に 紗 涼 。 ギ ム ザ 染色 標本 と し た . 鞭 
毛 放 出 の 判定 は , 陽性 原虫 の 有 ( 十 ), 無 (-) と の み 表 
現し た . な お , 吸血 軸 は 25"C 中 に 置い た . 

第 1 表 に 見 る よう に , 吸血 後 10 分 で 鞭毛 放出 が 明瞭 
に 確認 され る 場合 も あっ た . 吸血 に は 約 2 分 を 必要 と 
する の で , この 時 間 を 加味 すれ ば , この 条件 下 で は 通 
常 12…13 分 を 要する も の と 思わ れる 。. 

2. 黄 毛 放出 に 及ぼ す 温 度 の 影響 

過 酸 ガス 恒温 器 中 の 水槽 に 空気 の み を 通気 し , 恒温 
礁 内 温度 を 20"C か ら 37?C の 間 の 各種 温度 に 調整 す 
る こと に より , 鞭毛 放出 に 及ぼ す 温 度 条 件 を 検討 し 
た . その 成績 を 第 2 表 に 一 括 し た . 

この 成績 か ら , 与え を られ た 外界 条件 の 元 で は , ア . 
gallinaceum の 鞭毛 放出 は 25°C~27°C の 問 が 至 適 
温度 と 解釈 され た . 20°C で は , 至 適 温度 に お ける 場 
合 よ り , 鞭毛 放出 の 発現 が 数 分 問 遅延 し , か つ , 陽性 
原虫 数 も 少数 に 止ま る も の の よう で あっ た . 他方 , 
30" じ で は , 明らか に 陽性 原虫 数 の 減少 が みろ られ , 
33"C お よび 37°C の 温度 条件 下 で は , 陽性 原虫 を 全 
く 検 出し えな か っ た . な お , すべ て の 実験 例 に お いて , 
保温 時 間 が 10 分 まで は 鞭毛 放出 が 観察 され ず , 15 分 以 
後 の 標 本 中 に 検出 し えた . 


Table 1. Exfagellation of P. gallinaceum in the niid-gut of Aedes aegypti at 25°C 


Time (minutes) after engorging infected blood 


Experim. No. 


5 7 10 13 15 18 20 25 30 
1 ー ー ー + + 
2 ー ー + + + 
3 ー ー + + + 
4 ー て 二 + + 
5 ー ー ー + + 
6 ー ー + + + + + 
7 ー ー 二 + + + + 


3. 凌 毛 放出 に 及ぼ す 炭 酸 が ガス 圧 の 影響 

炭酸 ガス 圧 を 5 お よび 20 に 加え た 混合 が ス を 
通気 し た 条件 下 で 鞭毛 放出 を 観察 し た . 温度 条件 は 
25"C と し た . 

第 3 表 に 示す よう に , 5 多 お よび 20 多 炭酸 ガス 加 空 
気 条件 は , 鞭毛 放出 に 何ら の 影響 を 与 える も の と は 判 
断 し えな か っ た . 弾い て 求め る な ら , 5 多 炭酸 ガス 圧 
下 で は この 現象 は 幾 分 促進 さす せら れる よう な 印象 を 得 
た . な お , この 実験 例 で も , 保温 時 間 10 分 まで は , 縮 
毛 放 出 を 検出 で き な か っ た . 


考 察 


鞭毛 放出 , exflagellation, すなわち , 媒 性 生 殆 母体 
の 雄性 生殖 体 へ の 成就 過程 は , 自然 界 に お いて は 媒介 
遇 中 腸 内 で 発現 する 現象 で ある . この 現象 は , 適当 な 
外界 条件 下 で は zz vitro に お いて も , 比較 的 簡単 な 
方 法 で 観察 し える も の で ある . 凍 血 球 内 の 類 円 形 を 星 


Table 2. Influence of temperature upon tn vitro exflagellation of P. gallinaceum 


する 雑 性 生 殆 評 体 が , 短 時 間 内 に 赤血球 を を 脱し, つづ 
いて 数 個 (最高 8 個体 ) の 15g 前 後 の 細 長い 生殖 体 と 
な っ て 遊 見 する 現象 は ,、 マラ リア 原虫 の 発育 環 中 で 
も , きわめ て 興味 深い 現象 と し て 注目 さき れ て きた . 
Garnham et g/. (1967) の 電子 顕微 鏡 的 観察 に ょ 
れ ば , 形成 され た 雄性 生殖 体 は な, 核 , 鞭毛 , これ ら を 
被 ぅ 細胞 膜 か ら 成 り , 革 ・ 毛 放出 は 類 円 形 の 母 細胞 の 内 
部 か ら , 鞭毛 が 急速 に 外部 に 突出 し , つい に は 坪 組 胞 
か ら 遊 見 する 現象 で ある と 述べ て いる . 

今回 の 実験 に 用 いた の は ほ は ニワ トリ マラ リア ア . 
gallinaceum で あっ た か が , 本 原虫 は 人 マラ リア 原 訓 の 
実験 動物 感染 が きわ め て 困難 な 状況 下 で , 実験 マラ リ 
アァ 研究 に 多用 され て いる 原虫 種 で ある . 

綿毛 放出 を 誘発 する 因子 の 1 つと し て , 温度 の 急激 
な 低下 が 考え 々 られ て いる (Dhanapala , 1962 う . す な わ 
ち , 40~42°C の ニワ トリ 体温 か ら , 10°C 以上 $ も の 温 
度 低下 が , この 現象 を 誘発 する 要因 た り を る こと は 挫 


Time (minutes) of incubation 


Temp. °C) - ーー ーー ーーーーーーーーーーーーー ーー ーーーーーーーーーー ーー 
0 5 10) 15 21) 30 GO 
20 - ーー — — 十 十 十 
25 ーー ーー ーー 十 | [| 


Note : Parasitized red blood cell rate in an infected chicken used: 40.5%, Gametocyte rate; 4.2 め 


25 一 ー 
27 ー — 
30 一 一 
33 ー ー 
37 ーー 一 


+ 田 二 せ 
+ 十 二 せ 
+† + + ー 


Note : Parasitized red blood cell rate in an infected chicken used: 80.6 め , Gametocyte rate: 8.5% 


Table 3. Influence of carbon dioxide gas pressure upon 772 vitro exflagellation 
of ア . gallinaceum 
Time (minutes) of incubation 

CO, press. 
0 9 10 15 20 30 60 

リグ - - - + | 由 
5 る ー ー ー 寺 持 寺 
5% - ー ー 上 1 H 寺 
20% ー ー ー + 十 十 + 
20% ー ー ー + 十 二 填 

* Air ーー 


Note : Parasitized red blood cell rate in an infected chicken used: 44.5%, 


Gametocyte rate; 6.2 
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窪 で きる . Dhanapala に よれ は ば は, 24^C で は 10 分 で 
寺 毛 放出 する が , 温度 を 上 げ る と , この 現象 発現 まで 
の 時 間 が 遅延 する と 言う . 本 実験 成績 で も 至 適 と 思わ 
れる 25°C~27°C に 比 し , 300C で は 現象 発現 まで の 時 
間 が 延長 し , 陽性 原虫 数 も 減少 し た . た だ , 33 て 以 
上 で は 全く 鞭毛 放出 を 検出 し えな か っ た が , 
Dhanapala は , 372C に お いて も この 現象 の 発現 を 認 
め た と 言う こと で ある . お そら く , zz uztro 法 で の 温 
度 以外 の 条件 に 相 異 する 点 が あっ た も の と 思わ れる . 
本 実験 成績 で は , 20?C に お いて は 25°C に 比 し 明 ら 
か に 鞭毛 放出 が 遅延 し , この 現象 を 示す 原虫 数 も 減少 
し た . 一 般 に は , 低温 域 で は この 現象 発現 まで の 時 間 
が 延長 し , 10"C で は 全く 発現 し な いと 言わ れ て い 
る . Kligler et al. (1937) の ア . falciparum に お け 
る 観察 で は , 14~C の 温度 条件 で は 綿毛 放出 の 検出 ま 
で と , 135 分 を 相 し じ た と の こと で ある : 

今回 の 成績 で は , 5 多 お よび 20 多 炭酸 ガス 加 空 気 条 
件 で は , 鞭毛 放出 現象 に 何ら の 愚 影響 を 及ぼ ほす も の と 
は 考え られ な か っ た . し か し, Bishop et al. (1956) 


に よる と , 血液 の pH が 7.2 以下 の 場合 , 5 多 炭酸 


ガス 圧 が 綿毛 放出 に 阻害 的 に 働く と の こと で ある . か 
か る 相 異 点 に つい て は , 今後 さら に 検討 する 必要 が あ 
ろう . 一般に, Plasmodium 属 原虫 の 次 毛 放出 は , 最 
短 10 て 12 分 を 要する と 考え られ て いる が , 今回 の 
mn vittro の 成績 で も 保温 時 間 10 分 間 ま で は 電 毛 放出 
を 全く 検出 し えな か っ た . 

以上 述べ た 如く , マラ リア 原虫 の 鞭毛 放出 は , 自然 
究 に お ける マラ リア 媒介 軸 体 内 で の 原虫 発育 の 出発 点 


と し て 興味 を 持た れ て きた 現象 で ある . し か も , この 
現象 は zz vitro で 簡単 に 再現 し える こと か ら , 各種 
の 研究 材料 に 用 いえ る も の で ある . また , 形成 され た 
雄 性 生殖 体 は 雌性 生殖 体 と 融合 (syngamy) し て 1 個 
体 と な り , 有人 性 生殖 を 完了 する . し た が っ て 生殖 体形 
成 に は , 当然 , 減数 分 像 の 過程 を 伴 な う も の と 解釈 さ 
れ て いる . マラ リア 原虫 の この 発育 段階 に お ける 細胞 
学 的 変化 に は , まだ 未知 の 点 が 多い . こう し た 意味 で 
も , 雄性 生殖 体形 成 すなわち , 甘 毛 放出 現象 は 貞 味 
深い 研究 対象 と 考え られ る . 


結 


ニワ トリ マラ リア アア . gallinaceum を 用 い , 7 vitro 

に お ける 鞭毛 放出 現象 に 号 え る 温度 お よび 談 酸 ガス 圧 
の 影響 を 観察 し た . 得 ら れ た 成績 は , 

1. 鞭毛 放出 に 与え る 至 適 温度 条件 は 25~27"C と 解 
秋 され た . 

2. 20°C に お いて も 寺 毛 放出 は 発現 する . 他方 , 
33°C 以上 で は この 現象 を 検出 する こと が で き な 
か っ だ ただ. 

3. 5 多 お よび 20 多 炭酸 ガス 圧 は , 鞭毛 放出 の 発現 に 
大 き な 影 響 を 与え な か っ た . 

4. zz vtro 法 に よる 鞭毛 放出 の 発現 に は 10 分 以上 
の 時 間 を 必要 と する も の と 理解 され た . 


EE 


本 研究 を 通じ , 感染 ニワ トリ お よび 感染 帳 の 準備 , 
きら に 感染 政体 内 に お ける 綿 毛 放出 の 検討 に 協力 され 
た 山口 明 氏 に 感謝 し ます . 


本 研究 成績 は , 第 27 加 日 本 寄生 虫 学会 南 日 本 支部 大 会 (昭和 49 年 11 月 30 日 , 熊本 ) に お いて 発表 し た . 
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